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1 UVOD 
Cistatini so družina inhibitorjev cisteinskih proteaz in so razdeljeni v štiri skupine. V celici 
so odgovorni za vzdrževanje kontrolirane proteolize katepsinov, ki razgrajujejo endogene 
proteine in jih najdemo v lizosomu.  Stefin B (znan tudi kot cistatin B) sodi v prvo skupino 
cistatinov, njegova endogena vloga je inhibicija katepsinov, poleg tega pa v celici 
interagira tudi s številnimi drugimi proteini. Pomembno vlogo ima tudi pri zaščiti celic 
pred apoptozo in oksidativnim stresom, ki je posledica neravnovesja med reaktivnimi 
kisikovimi spojinami (angl. reactive oxygen species, ROS) in obrambnimi 
antioksidacijskimi mehanizmi. ROS so lahko posledica bodisi normalnega aerobnega 
metabolizma kot tudi zunanjih dejavnikov (fizikalni, kemijski ali biološki). Poškodbe se v 
celicah kopičijo celo življenje in so povezane z razvojem več vrst bolezni, med katerimi so 
najpomembnejše nevrodegenerativne spremembe in rakava obolenja. 
 
Nevrološke študije so pokazale, da ima odsotnost stefina B pomembno vlogo pri razvoju 
progresivne mioklonične epilepsije tipa 1 (EPM1), katere primarni genetski vzrok je 
mutacija v promotorski regiji gena za stefin B. Za bolezen so priredili mišji model, ki 
razvije podobne simptome kot bolniki oboleli z EPM1. Odsotnost stefina B se v živčnih 
celicah odraža z večjo umrljivostjo nevronov zaradi povečane stopnje oksidativnega stresa. 
 
Znana je tudi vloga stefina B  pri razvoju tumorjev in prognozi rakavih obolenj. Na mišjem 
modelu raka mlečne žleze se odsotnost stefina B odrazi v povečani celični smrti rakavih 
celic zaradi oksidativnega stresa. V magistrski nalogi smo želeli preveriti ali se utišanje 
gena za stefin B odrazi v povečani stopnji oksidativnega stresa tudi pri drugih sesalskih 
celičnih linijah. 
1.1 CILJ NALOGE 
Namen magistrske naloge je bil utišati gen za stefin B s pomočjo kratke lasnične RNA 
(angl. short hairpin RNA, shRNA) pri različnih vrstah sesalskih celičnih linij ter preveriti 
stopnjo oksidativnega stresa. Za delo smo pripravili tri različne shRNA za stefin B ter eno 
kontrolno shRNA, ki ni imela smiselnega zaporedja. Nato smo naredili pripravljalen 
poskus, v katerem smo določili optimalno koncentracijo vodikovega peroksida (H2O2) in 
časovni okvir za merjenje sprožene celične smrti zaradi oksidativnega stresa na 
transficiranih celicah. Po transfekciji sesalskih celic smo pripravili popolni celični lizat za 
primerjavo koncentracije stefina B v transficiranih in kontrolnih celicah. Sledilo je 
tretiranje transficiranih celic s H2O2 in spremljanje celične smrti s pretočno citometrijo. 
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1.2 DELOVNA HIPOTEZA 
Utišanje gena za stefin B s pomočjo shRNA v sesalskih celicah se bo odrazilo v povečani 
občutljivosti teh celic na oksidativni stres.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 OKSIDATIVNI STRES 
Oksidativni stres je biokemijsko stanje pri katerem nastajajo reaktivne kisikove spojine 
(angl. reactive oxygen species, ROS) in predstavlja neravnotežje med proizvajanjem ROS 
in obrambnimi antioksidacijskimi mehanizmi. Prosti radikali so definirani kot molekule ali 
fragmenti molekul, ki so sposobni neodvisnega obstoja in imajo enega ali več neparnih 
elektronov. Prisotnost neparnih elektronov prispeva k reaktivnosti prostih radikalov, ki 
nastanejo z (1) izgubo elektrona neradikalske molekule, (2) pridobitvijo elektrona 
neradikalske molekule ali (3) homolitično cepitvijo neradikalske molekule. ROS je skupno 
ime za kisikove proste radikale in neradikalske molekule, ki so nastale z redukcijo 
molekularnega kisika (O2) (Cardenas Rodriguez in sod., 2013; Ray in sod., 2012). 
 
ROS so v bioloških sistemih lahko koristne, pa tudi škodljive. Njihove koristne učinke 
lahko vidimo v fiziološki vlogi pri številnih celičnih odzivih in signalnih poteh. Glavni viri 
ROS v celicah predstavljajo mitohondriji, sistem citokrom P450, peroksisomi in aktivacija 
vnetnih celic. Za nadzorovanje oksidativnega stresa se je v celicah razvil obrambni 
mehanizem na nivoju popravljanja oksidativnih poškodb in nadzorovanja ROS. Obrambo 
pred ROS zagotavljajo encimski in neencimski antioksidanti, ki pa niso popolnoma 
zanesljivi. Med encimske antioksidante spadajo: superoksid dismutaza, ki katalizira 
pretvorbo superoksida v H2O2; katalaza, ki razgradi H2O2 na vodo in kisik ter glutation 
peroksidaza, ki preko glutationa razgradi H2O2 do vode. Pomembni so tudi 
nizkomolekularni neencimski antioksidanti, ki jih razdelimo na hidrofilne (npr. vitamin C 
in glutation) ter lipofilne (npr. vitamina A in E ter bilirubin); organizem jih lahko 
sintetizira sam ali pa jih pridobi iz prehrane (Cardenas Rodriguez in sod., 2013; Ray in 
sod., 2012). 
 
Kljub prisotnosti antioksidacijskih sistemov, pride pri visokih koncentracijah ROS v celici 
do poškodb proteinov (slika 1), membranskih lipidov, DNA in peroksidacije lipoproteinov. 
Poškodbe zaradi ROS se kopičijo v organizmu skozi celo življenje, s čimer je povezan 
razvoj mnogih bolezni, kot so rak, arterioskleroza, artritis in nevrodegenerativne bolezni. 
Med tkivi so možgani še najbolj občutljivi na oksidativne poškodbe zaradi visoke 
vsebnosti nenasičenih maščobnih kislin ter slabe antioksidacijske obrambe (Cardenas 
Rodriguez in sod., 2013; Klatt in Lamas, 2000). 
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Slika 1: Vpliv ROS na proteine v celici (povzeto po Klatt in Lamas, 2000). 
2.2 REGULATORJI KATEPSINOV 
Glavni regulatorji katepsinov v celici so njihovi endogeni proteinski inhibitorji, ki jih 
delimo na cistatine, serpine in tiropine. Glede na njihovo fiziološko vlogo jih delimo na 
urgentne in regulatorne inhibitorje. Primer urgentnih inhibitorjev so cistatini, ki so 
prostorsko ločeni od svojih tarčnih encimov in primarno delujejo na lizosomske proteaze. 
Regulatorni inhibitorji imajo tudi modulatorno vlogo in so pogosto kolokalizirani s svojimi 
tarčnimi encimi (Turk, 2006; Turk in sod., 2012). 
2.2.1 Cistatini 
Cistatini so družina cistatinskih proteaznih inhibitorjev, ki so odgovorni za vzdrževanje 
kontrolirane proteolize cisteinskih proteaz, imenovanih katepsini. Delujejo znotrajcelično 
ali zunajcelično preko tvorbe reverzibilnega kompleksa z njihovimi tarčnimi encimi (Turk 
in sod., 2008, 2012). Cistatine razdelimo v štiri skupine: 
 
− stefine (cistatini tipa I); 
Enoverižni neglikozilirani inhibitorji brez disulfidne vezi in signalnega peptida. 
Veliki so približno 11 kDa in so primarno znotrajcelični proteini. Pri ljudeh 
poznamo dva predstavnika, stefin A in stefin B; pri govedu pa tudi stefin C (Turk in 
sod., 2008, 2012). 
 
− cistatine (cistatini tipa II); 
Enoverižni proteini s signalno sekvenco za prehod skozi celično membrano in 
dvema disulfidnima vezema; so kompetitivni in reverzibilni inhibitorji katepsinov. 
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Ti so proteaze, ki razlikujejo med endo- in eksopeptidazami. Veliki so 13-15 kDa 
ter so običajno neglikozilirani. Pri ljudeh poznamo cistatin C, D, S, SA, N in E/M 
(Turk in sod., 2008, 2012). 
 
− kininogene; 
Multifunkcijski glikoproteini v krvni plazmi, poznani tudi kot prekurzorske 
molekule za kinine (Turk in sod., 2008, 2012). 
 
− neinhibitorne homologe cistatinov;  
Cistatini, ki so tekom evolucije izgubili svojo inhibitorno aktivnost zaradi mutacij v 
strukturno pomembnih regijah (Turk in sod., 2008, 2012).  
2.2.1.1 Stefin B 
Stefin B (slika 2) je neglikoziliran monomerni protein, sestavljen iz 98 aminokislin ter z 
molekulsko maso 11 kDa (Ritonja in sod., 1985). Strukturno je organiziran v -ploskev s 
petimi trakovi in -vijačnico (Stubbs in sod., 1990), v prvi zanki je ohranjeno zaporedje 
QVVAG zamenjano s QLVAG, kar nima vpliva na inhibitorno aktivnost proteina (Turk in 
sod., 1994). Pri ljudeh se zapis za protein nahaja na kromosomskem lokusu 21q22.3. Stefin 
B je razširjen v različnih celičnih tipih in tkivih, nahaja se v citosolu in tudi jedru celice 
(Alakurtti in sod., 2005; Ceru in sod., 2010; Di Giaimo in sod., 2002; Riccio in sod., 2001), 
pogosto pa je bolj izražen v rakavih celicah (Kos in sod., 2000; Yang in sod., 2010). Je 
reverzibilni in kompetitivni inhibitor katepsinov S, H in L, ki jih inhibira s konstanto 
inhibicije v pikomolarnem območju; katepsin B pa v visokem nanomolarnem območju. 
Inhibira tudi rastlinsko proteazo papain (Turk in sod., 2012). 
 
 
Slika 2: 3D struktura stefina B (narejeno s programom Pymol na osnovi strukture narejene z 
rentgenskimi žarki (Stubbs in sod., 1990)). Z rdečo so označene aminokisline G4 in QVVAG. 
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2.2.1.1.1 Vloga stefina B 
Osnovna fiziološka vloga stefina B v celici je inhibicija cisteinskih proteaz – katepsinov. 
Za inhibicijo katepsinov je pomembno ohranjeno skupno zaporedje QxVxG na 46. mestu 
in glicin na četrtem mestu, ki predstavljajo mesto vezave na katepsin (slika 2) (Stubbs in 
sod., 1990; Turk in Bode, 1991). Zmanjšana aktivnost stefina B je povezana s povečano 
aktivnostjo katepsinov B, H, L in S, za katere je dokazano, da jih stefin B reverzibilno 
inhibira v in vitro pogojih (Rinne in sod., 2002). 
 
Z ekspresijo shRNA za stefin B so uspeli občutno znižati nivo stefina B v celicah 
HEK293T in primarnih podganjih Purkinijevih celicah. Celice z utišanim genom za stefin 
B so imele povečano občutljivost na celično smrt inducirano s H2O2. Visoke koncentracije 
glutamata v nevronih inducirajo notranji oksidativni stres. Ugotovili so povečano 
občutljivost celic z utišanim stefinom B na glutamat in večjo nagnjenost k celični smrti; iz 
tega sledi, da stefin B ščiti nevrone pred oksidativnim stresom. Izražanje mišjega stefina B 
(od podganjega se razlikuje v petih baznih parih) v podganjih nevronih je zmanjšalo 
občutljivost celic na oksidativni stres, kar je potrdilo, da je shRNA specifična. Opazili so 
tudi peroksidacijo lipidov v miših z izbitim stefinom B, ki se je s starostjo miši povečevala 
(Lehtinen in sod., 2009). 
 
Yang in sod. (2010) so pokazali, da je stefin B vpleten v regulacijo celične smrti sprožene 
z ligandom faktorja tumorske nekroze. V melanomskih celicah z utišanim genom za stefin 
B so opazili zmanjšano stabilnost proteina, ki lahko prekine apoptotični signal in skupaj s 
kaspazo-8 tekmuje za vezavno mesto. Za stefin B je znano, da ščiti nevrone pred 
oksidativnim stresom, s čimer se zmanjša kopičenje reaktivnih kisikovih spojin. Ulbrich in 
sod. (2014) so dokazali interakcijo med stefinom B in superoksid dismutazo 1 ter 
kolokalizacijo obeh proteinov v dveh različnih celičnih sistemih. 
 
Stefin B se uporablja za model amiloidogenega proteina v študijah tvorbe amiloidnih 
plakov in povezane citotoksičnosti. Tvorba amiloidnih plakov je značilna za več 
nevrodegenerativnih bolezni. Zvitje proteina v alternativno konformacijo je lahko sprožilec 
bolezni, kateremu sledijo neravnovesje ionov in oksidativni stres (Rabzelj in sod., 2008). 
 
Rezultati Cipollini in sod. (2008) nakazujejo, da ima stefin B v in vitro pogojih polimerno 
strukturo, ob povečanem izražanju proteina pa se tvorijo celični agregati. Deregulacija 
izražanja in polimerizacije proteina lahko vodi v degeneracijo nevronov. Ugotovili so, da 
mutacije v prvi zanki proteina ne vplivajo na sposobnost polimerizacije stefina B in vitro. 
 
Di Giaimo in sod. (2002) so našli nove proteine, ki interagirajo s stefinom B v razvijajočih 
se malih možganih in nobeden izmed njih ni imel proteaznega motiva. To kaže na 
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specifično vlogo multiproteinskega kompleksa s stefinom B v razvijajočih se malih 
možganih. 
2.3 BOLEZNI 
2.3.1 Progresivna mioklonična epilepsija 
Progresivna mioklonična epilepsija je skupina podedovanih bolezni, ki se kažejo kot 
mioklonus, epilepsija in progresivni propad živcev. Progresivna mioklonična epilepsija 
tipa 1 (EPM1), znana tudi kot Unverricht-Lundborgova bolezen, je izmed vseh 
progresivnih miokloničnih epilepsij najpogostejša. Sodi med nevrodegenerativne bolezeni, 
pri kateri ima stefin B ključno vlogo pri preprečevanju apoptoze nevronov. Bolezen se 
diagnosticira pri starosti 6 – 16 let; za paciente je značilno, da razvijejo mioklonične in 
tonično-klonične krče, z napredovanjem bolezni se pojavijo dodatni nevrološki simptomi, 
kot so ataksija in dizartrija (Lehtinen in sod., 2009; Pennacchio in sod., 1998). Primarni 
genetski vzrok za pojav bolezni je mutacija v genu za stefin B. Pri več kot 95 % pacientov 
je vzrok bolezni razširitev dodekamerne ponovitve v promotorski regiji gena, kar zmanjša 
izražanje gena in posledično manjšo količino proteina v celici. Pri ostalih bolnikih so vzrok 
bolezni točkovne mutacije v genu za stefin B, kar privede do sinteze proteinov, ki imajo 
drugačne lastnosti zvijanja in nagnjenost k agregaciji (Polajnar in sod., 2014). 
2.3.2 Rak 
Rak je ime za skupino podobnih bolezni, za katere je značilno nenadzorovano deljenje 
celic. Pri normalnem tkivu je sproščanje rastnih signalov dobro nadzorovano, kar 
zagotavlja kontrolo nad rastjo in delitvijo celic, hkrati pa ohranja funkcijo in obliko tkiva. 
Za rakave celice je značilno, da so neobčutljive na zaviralce rasti in same proizvajajo 
zadostno količino rastnih signalov, kar vpliva na celični cikel in celično rast ter vpliva na 
preživetje celice. Značilnost rakavih celic je zmožnost neomejenega podvojevanja med 
drugim zaradi aktivacije telomeraze, ki ščiti konca kromosomske DNA in se pri normalnih 
celicah progresivno krajša z vsako delitvijo. Celični smrti se rakave celice lahko izognejo 
na več načinov, najpogostejša je izguba funkcije enega ali večih genov tumorskih 
zaviralcev, povečano proizvajanje antiapoptotičnih regulatorjev ali preživetvenega 
faktorja. Pri večini rakavih obolenj se pojavijo tudi tumorji, pri katerih odsotnost kontaktne 
inhibicije povečuje njihovo rast. Nekateri tumorji lahko sčasoma zasevajo in tako 
prenesejo bolezen v druga tkiva. Tumorska aktivacija angiogenega stikala povzroči razvoj 
novih žil v njegovi okolici, razvoj ožilja je delno odgovoren za rast tumorja in širjenje 
metastaz. Rakavo obolenje se razvije zaradi sprememb v genih, ki nadzorujejo rast in 
delitev celice, kot posledica genetske zasnove in okoljskih dejavnikov (Hanahan in 
Weinberg, 2011; Reuter in sod., 2010). 
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2.3.3 Vloga stefina B pri boleznih 
Miši z izbitim genom za stefin B razvijejo podobne znake kot bolniki z EPM1. Približno 
šest mesecev stare miši razvijejo spontane mioklonične krče, ataksijo in povečano 
odmiranje nevronov, ki s časom napreduje. Mioklonični krči se običajno pojavijo med 
spanjem in napredujejo iz tresenja ene mišice do krčev celotnega telesa (Pennacchio in 
Myers, 1996). S pomočjo mišjega modela za EPM1, so dokazali tudi manjše razlike med 
simptomi, ki jih zaznamo pri ljudeh in miših (Pennacchio in sod., 1998) . Miši z izbitim 
genom za stefin B niso občutljive na svetlobo, mioklonični krči so prisotni samo med 
spanjem živali in bolj so dovzetne za vnetje roženice. Vlogo stefina B pri ščitenju 
nevronov pred oksidativnim stresom so dokazali Lehtinen in sod. (2009), ki so preverili 
vpliv H2O2 na celično smrt pri celični kulturi primarnih nevronov z utišanim genom za 
stefin B.  
 
Povečano izražanje cistatina C pri miših izboljša koordinacijo in zmanjša umrljivost 
nevronov; medtem ko se pomanjkanje tako stefina B kot tudi cistatina C odrazi v večji 
umrljivosti nevronov in slabši koordinaciji miši. Večja količina cistatina C lahko delno 
kompenzira pomanjkanje stefina B v celici in preprečuje nevrodegeneracijo (Kaur in sod., 
2010).  
 
Količina stefina B v tumorju in telesnih tekočinah je povezana z razvojem tumorjev in 
prognozo bolezni pri rakavih bolnikih. Povečana količina stefina B je povezana s slabšo 
prognozo bolnikov (Kos in sod., 2000). Primerjava mišjega modela raka mlečne žleze in 
mišjega modela raka mlečne žleze z izbitim genom za stefin B je pokazala zmanjšano 
velikost tumorjev pri modelu z izbitim genom za stefin B. Primarne rakave celice z izbitim 
genom za stefin B so bile tudi bolj občutljive na apoptozo inducirano z lizosomotropnim 
reagentom in na oksidativni stres, ki je bil posledica H2O2 (Butinar in sod., 2014). 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Laboratorijska oprema in potrošni material 
Preglednica 1: Seznam uporabljene laboratorijske opreme in potrošnega materiala. 
Laboratorijska oprema in potrošni material Proizvajalec 
temperaturni blok 
Applied Biosystems 
temperaturni blok PCR 2720 Thermal Cycler 
Nanodrop ND-1000 Babtech International 
centrifugirke 
BD Falcon 
plastične epruvete za pretočno citometrijo 
FACScalibur pretočni citometer in pripadajoči računalniški program Becton Dickinsin 
CO2 celični inkubator Binder 
kadička za NaDS-PAGE gelsko elektroforezo 
BioRad naprava za NaDS PAGE Mini Protean II TM 
vir napetosti za elektroforezo 
pipetman accu-jet BrandTech Scientific 
Neubauer števna komora Carl Roth 
stresalnik in inkubator za bakterije Certomat HK 
UV-transiluminator Cole Parmer 
avtomatske pipete 
Eppendorf centrifuge 
mikrocentrifugirke 
serološke pipete Greiner 
kadička za prenos western Hoefer 
laminarij za celične kulture Iskra PIO 
vodna kopel Julabo 
pH meter Metrel 
invertni mikroskop IX81 Olympus 
kadička za agarozno elektroforezo Owl Scientific Inc. 
naprava za prenos western P8DS PenguinTM Owl Seperation System 
nitrocelulozna membrana Serva 
mikrovalovna pečica  Sharp 
naprava za kemiluminescenčno slikanje membran G:BOX Sygene 
čitalec mikrotitrskih plošč Safire Tecan 
magnetna mešala 
Tehtnica 
stresalnik 
vir napetosti za prenos western Thermo Scientific 
plastične gojitvene posodice za sesalske celice TPP, Thermo Scientific 
naprava za slikanje gelov GelDoc-IT 
TM
 TS Imaging System UVP 
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3.1.2 Kemikalije in reagenti 
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij in reagentov. 
Kemikalije in reagenti Proizvajalec 
tripton 
Becton, Dickinson and 
Company 
BioRad reagent BioRad 
PBS Biowest 
metanol 
Carlo Erba Reagents 
vodikov peroksid - H2O2 
Xfect™ Transfection reagent Polymere 
Clontech Laboratories, Inc. 
Xfect™ Transfection reagent Reaction buffer 
kvasni ekstrakt Conda 
GlutaMAX 
Gibco gojišče DMEM 
TrypLE Select 
Annexin V-PI 
Invitrogen propidijev jodid 
SYBR Safe 
akrilamid 
Merck 
butanol 
dimetilsulfoksid - DMSO 
puromicin 
fetalni goveji serum - FBS 
PAA, GE Healthcare 
reagent ECL  
posneto mleko v prahu Prekmurske mlekarne 
komplet reagentov za čiščenje DNA iz gela in po reakciji PCR: Wizard® 
SV Gel and PCR Clean-Up System 
Promega 
komplet reagentov za izolacijo plazmidne DNA iz bakterij: Wizard® Plus 
SV Minipreps DNA Purification System 
amonijev persulfat - APS 
Serva 
EDTA 
TEMED 
Tris-HCl 
triton X-100 
agar 
Sigma 
agaroza 
ampicilin 
goveji serumski albumin – BSA 
mešanica streptomicina in penicilina 
natrijev acetat - Na-acetat 
NP-40 
tripansko modrilo 
se nadaljuje 
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nadaljevanje Preglednice 2 
  
Kemikalije in reagenti Proizvajalec 
Tween-20 Sigma 
natrijev dodecilsulfat - NaDS 
Thermo Scientific 
natrijev klorid - NaCl 
velikostni standard za agarozno elektroforezo GeneRuler™ 1kb DNA 
ladder 
velikostni standard za NaDS-PAGE elektroforezo PageRuler™ plus 
prestained 10 – 250 kDa protein ladder 
Lipofectamine™ 3000 Reagent  
ThermoFisher Scientific Opti-MEM™ medij  
P3000™ Reagent  
3.1.3 Encimi in protitelesa 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih encimov in protiteles. 
Encimi in protitelesa Proizvajalec 
kozja proti-kunčja protitelesa konjugirana s hrenovo peroksidazo, redčitev 
1:8000 
Jackson ImmunoResearch 
kozja proti-mišja protitelesa konjugirana s hrenovo peroksidazo, redčitev 
1:8000 
kunčja protitelesa proti stefinu B, redčitev 1:10000 Abcam 
mišja protitelesa proti aktinu, redčitev 1:5000 Sigma 
restriktaza BamHI 
NEB 
restriktaza HindIII 
restriktaza SspI 
restriktaza XhoI 
T4 DNA ligaza 
T4 polinukleotid kinaza 
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3.1.4 Pufri in raztopine 
10x reakcijski pufer 2.1 (NEB) 
10x reakcijski pufer za T4 ligazo (NEB) 
 
1,2 % agarozni gel 
1,2 g agaroze 
100 mL pufra TAE 
1 L barvila SYBR Safe 
 
12,5 % ločevalni gel za NaDS-PAGE elektroforezo 
3,13 mL 40 % (m/v) akrilamid 
2,50 mL 1,5 M Tris/HCl (pH = 8,8) 
4,27 mL dH2O 
0,10 mL 10 % (m/v) NaDS 
20 L TEMED 
40 L 10 % (m/v) APS 
 
5 % nanašalni gel za NaDS-PAGE elektroforezo 
1,25 mL 40 % (m/v) akrilamid 
2,50 mL 0,5 M Tris/HCl (pH = 6,8) 
6,15 mL dH2O 
0,10 mL 10 % (m/v) NaDS 
20 L TEMED 
40 L 10 % (m/v) APS 
 
6x nanašalni pufer za agarozno elektroforezo 
0,09 % (m/v) bromfenol modro 
0,09 % (m/v) ksilencianol FF 
60 % (m/v) glicerol 
60 mM EDTA 
 
6x nanašalni pufer za NaDS-PAGE elektroforezo 
375 mM Tris/HCl (pH = 6,8) 
6 % NaDS 
48 % glicerol 
9 % 2-merkaptoetanol 
0,03 % bromfenol modro 
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acetatni lizirni pufer 
50 mM natrijev acetat 
150 mM NaCl 
0,5 mM EDTA 
1 % NP-40 
0,5 % Triton X-100 
pH = 5,6 
 
pufer PBS 
145 mM NaCl 
2,5 mM Na2HPO4 
7,5 mM NaH2PO4 
pH = 7,4 
 
pufer PBST 
145 mM NaCl 
2,5 mM Na2HPO4 
7,5 mM NaH2PO4 
pH  = 7,4 
0,5 % Tween 20 
 
pufer TAE 
40 mM Tris/acetat 
1 mM EDTA 
pH = 8 
 
pufer za NaDS-PAGE elektroforezo 
25 mM Tris 
192 mM glicin 
1 % (m/v) NaDS 
 
pufer za prenos western 
25 mM Tris 
8 mM glicin 
0,04 % (m/v) NaDS 
20 % (v/v) metanol 
 
raztopina 5 % mleka 
5 % (m/v) posneto mleko 
pufer PBS 
  
Dolinar M. Vpliv utišanja gena za stefin B na nivo oksidativnega stresa v sesalskih celicah. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
14 
3.1.5 Gojišča 
1% FBS cDMEM 
DMEM 
1 % (v/v) FBS 
1 % (v/v) GlutaMAX 
0,1 % (v/v) mešanica streptomicina in penicilina 
 
10% FBS cDMEM 
DMEM 
10 % (v/v) FBS 
1 % (v/v) GlutaMAX 
0,1 % (v/v) mešanica streptomicina in penicilina 
 
LB gojišče (tekoče) 
1 % (m/v) tripton 
0,5 % (m/v) kvasni ekstrakt 
1 % (m/v) NaCl 
dH2O 
 
LBA gojišče (tekoče) 
1 % (m/v) tripton 
0,5 % (m/v) kvasni ekstrakt 
1 % (m/v) NaCl 
0,1 % (v/v) ampicilin 
dH2O 
 
LBA gojišče (trdo) 
1 % (m/v) tripton 
0,5 % (m/v) kvasni ekstrakt 
1 % (m/v) NaCl 
15 % (m/v) agar 
50 g/mL ampicilin 
dH2O 
  
Dolinar M. Vpliv utišanja gena za stefin B na nivo oksidativnega stresa v sesalskih celicah. 
 Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019 
15 
3.1.6 shRNA zaporedje za stefin B 
Z rdečo je označena lasnična zanka, z zeleno so označeni štrleči konci z mestom za 
restrikcijski encim. Zaporedja so sintetizirali v podjetju Sigma. 
 
stefin B shRNA konstrukt 1 (K1) 
fK1:5'GATCCGGTCCCAGCTTGAAGAGAATTCAAGAGATTCTCTTCAAGC
TGGGACCTTTTTTGGAAA3' (Tm = 87,8 °C) 
rK1:5'AGCTTTTCCAAAAAAGGTCCCAGCTTGAAGAGAATCTCTTGAATT
CTCTTCAAGCTGGGACCG3' (Tm = 87,3 °C) 
 
stefin B shRNA konstrukt 2 (K2) 
fK2:5'GATCCGCATGATGAGCTGACCTATTTCAAGAGAATAGGTCAGCTC
ATCATGCTTTTTTGGAAA3' (Tm = 86,7 °C) 
rK2:5'AGCTTTTCCAAAAAAGCATGATGAGCTGACCTATTCTCTTGAAAT
AGGTCAGCTCATCATGCG3' (Tm = 86,2 °C) 
 
stefin B shRNA konstrukt 3 (K3) 
fK3:5'GATCCGCCAGAAGACTGACAAAGTTTCAAGAGAACTTTGTCAGTC
TTCTGGCTTTTTTGGAAA3' (Tm = 86,2 °C) 
rK3:5'AGCTTTTCCAAAAAAGCCAGAAGACTGACAAAGTTCTCTTGAAAC
TTTGTCAGTCTTCTGGCG3' (Tm = 85,7 °C) 
 
stefin B shRNA konstrukt brez smiselnega vključka (angl. scrambled, Sc) 
fSc:5'GATCCGTGGAGGCCGACTACTAAATTCAAGAGATTTAGTAGTCGG
CCTCCACTTTTTTGGAAA3' (Tm = 85,7 °C) 
rSc:5'AGCTTTTCCAAAAAAGTGGAGGCCGACTACTAAATCTCTTGAATTT
AGTAGTCGGCCTCCACG3' (Tm = 85,2 °C) 
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3.1.7 Vektor 
ekspresijski vektor pSilencer 3.1-H1 puro 
Na sliki 3 je prikazana plazmidna karta vektorja. Vektor ima konstitutiven promotor 
H1 RNA pol III, vsebuje zapis za odpornost na ampicilin ter puromicin, s katerim 
smo naredili selekcijo transficiranih celic. Za restrikcijo vektorja smo uporabili 
encima BamHI in HindIII. 
 
 
Slika 3: Plazmidna karta vektorja pSilencer 3.1-H1 puro (pSilencer™ puro Kit). 
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3.1.8 Organizmi 
3.1.8.1 Bakterijski sev 
Escherichia coli DH5 (E. coli DH5) 
Genotip seva: F
–
 φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(rK
–
, 
mK
+) phoA supE44 λ– thi-1 gyrA96 relA1. 
Sev ni patogen, razvit je bil za molekularno kloniranje v laboratoriju. Zaradi 
mutacij znotrajceličnih endonukleaz je sev je primeren za vstavitev plazmidne 
DNA. 
3.1.8.2 Sesalske celične linije 
A549 (celična linija pljučnega karcinoma) 
Celično linijo so leta 1972 pripravili D. J. Giard in sod. z gojenjem rakavega 
pljučnega tkiva odvzetega iz 58-letnega moškega. V in vitro pogojih celice rastejo 
v kulturi kot pritrjeni monosloj epitelnih celic. 
 
MCF-7 (celična linija raka dojke) 
Celično linijo so leta 1970 izolirali iz primarnega tumorja invazivnega karcinoma 
dojke iz 69-letne ženske. V in vitro pogojih celice rastejo v kulturi kot pritrjeni 
monosloj epitelnih celic. 
3.2 METODE 
3.2.1 Priprava shRNA za stefin B 
3.2.1.1 Načrtovanje shRNA zaporedja za stefin B 
Za utišanje gena za stefin B smo načrtovali tri različna shRNA zaporedja, ki so bila 
specifična za tračno mRNA ter eno shRNA zaporedje brez smiselnega zaporedja. Vsa 
zaporedja so imela na sredini zapis za lasnično zanko ter štrleča konca s prepoznavnim 
mestom za restrikcijski encim. Vsa shRNA zaporedja so sintetizirali v podjetju Sigma. 
3.2.1.2 Molekulsko kloniranje 
Dodajanje 5' fosfatne skupine 
Na sintetizirana zaporedja shRNA za vse štiri konstrukte (K1, K2, K3, Sc) smo dodali 5' 
fosfatno skupino s T4 polinukleotid kinazo. Uporabljena mešanica za reakcijo je prikazana 
v preglednici 4. 
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Preglednica 4: Sestava mešanice za dodajanje 5' fosfatne skupine. Za vsak konstrukt smo pripravili 
mešanico posebaj. 
Komponenta Volumen (L) 
5'-shRNA zaporedje (100 M) (K1/K2/K3/Sc) 1 
3'-shRNA zaporedje (100 M) (K1/K2/K3/Sc) 1 
10x reakcijski pufer za T4 ligazo 1 
T4 polinukleotid kinaza 1 
dH2O 6 
skupaj 10 
 
Dodajanje 5' fosfatne skupine je potekalo v temperaturnem bloku pri naslednjih pogojih: 
(preglednica 5). 
 
Preglednica 5: Program za dodajanje 5' fosfatne skupine. 
Temperatura (°C) Čas (s)  
94 120  
94 20  
55 20      40 ciklov 
72 20  
4 ∞  
 
Restrikcija vektorja 
Vektor pSilencer 3.1-H1 puro, ki smo ga uporabili za delo, je interno že imel vstavljen 
vključek, katerega smo najprej izrezali iz vektorja z restrikcijskima encimoma BamHI in 
HindIII. Restrikcija je potekala 90 min pri 37 °C, reakcijska mešanica je prikazana v 
preglednici 6. 
 
Preglednica 6: Reakcijska mešanica za restrikcijo vektroja. 
Komponenta Volumen (L) 
vektor 40 
10x reakcijski pufer 2.1 8 
BamHI 4 
HindIII 4 
dH2O 24 
skupaj 80 
 
Agarozna gelska elektroforeza 
Za ločevanje rezanega vektorja smo uporabili 1,2 % agarozni gel, ki smo ga pripravili iz 
0,72 g agaroze v 60 mL pufra TAE. Mešanico smo raztopili, dodali 0,6 L barvila SYBR 
Safe ter jo prelili v kadičko. Ko se je gel strdil, smo v kadičko dolili ustrezno količino 
pufra TAE ter nanesli vzorce, ki smo jim predhodno dodali 1/6 končnega volumna 6x 
nanašalnega pufra za agarozno gelsko elektroforezo. Elektroforeza je potekala pri stalni 
napetosti 100 V. 
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Izolacija in čiščenje vektorja iz agaroznega gela 
Rezani vektor smo iz gela očistili s pomočjo komercialnega kompleta reagentov Wizard® 
SV Gel and PCR Clean-Up System po navodilih proizvajalca. 
 
Ligacija konstruktov v vektor 
Za vsak konstrukt (K1, K2, K3, Sc) smo naredili svojo reakcijsko mešanico (preglednica 
7). 
 
Preglednica 7: Reakcijska mešanica za ligacijo konstruktov v vektor. 
Komponenta Volumen (L) 
vektor (100 ng) 6 
konstrukt (K1/K2/K3/Sc) 2 
10x reakcijski pufer za T4 ligazo 2 
T4 DNA ligaza 0,5 
dH2O 9,5 
skupaj 20 
 
Ligacija je bila prekonočna pri 16 °C, sledila je 10 min toplotna inaktivacija pri 65 °C ter 
ohlajanje na ledu. 
3.2.1.3 Delo z bakterijskimi celicami 
Transformacija bakterije E.coli 
Kompetentne celice E. coli DH5 smo z -80 °C prenesli na led. Odtajanim celicam smo 
dodali 6 L mešanice po ligaciji oz. 1,8 L dvakrat očiščenega linearnega vektorja za 
kontrolo in inkubirali na ledu 15 min. Sledil je toplotni šok na 42 °C za 1 min, nato smo 
celice prestavili nazaj na led za 2 min. Dodali smo 300 L tekočega LB gojišča ter celice 
stresali pri 37 °C 30 min, nato smo 150 L razmazali na trdno LBA gojišče in plošče 
inkubirali čez noč pri 37 °C. 
 
Prekonočna kultura in čiščenje 
Za vsak konstrukt smo iz posamezne plošče s sterilnim nastavkom za pipeto vzeli kolonijo 
in jo nacepili v tekoče LBA gojišče. Kulturo smo stresali na stresalniku preko noči pri 37 
°C. Konstrukte smo iz kulture očistili s pomočjo komercialnega kompleta reagentov 
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System po navodilih proizvajalca. Na 
spektrofotometru Nanodrop ND-1000 smo izmerili koncentracijo očiščenih konstruktov. Z 
restrikcijo smo preverili ali vektor vsebuje pravilen konstrukt (preglednica 8). 
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Preglednica 8: Reakcijska mešanica za kontrolno restrikcijo. 
Komponenta Volumen (L) 
plazmidna DNA 2 
10x reakcijski pufer 2.1 1 
XhoI 0,4 
SspI 0,2 
dH2O 6,4 
skupaj 10 
 
Restrikcija je potekala eno uro pri 37 °C, nato pa smo vzorce nanesli na agarozno gelsko 
elektroforezo, kot je že bilo opisano. 
3.2.2 Delo s sesalskimi celičnimi linijami 
3.2.2.1 Odtaljevanje celične linije 
Kriovialo s posamezno celično linijo smo z -80 °C prenesli v vodno kopel (37 °C) ter 
odtajane celice nacepili na ploščo z 10 % FBS cDMEM gojiščem. Celice smo gojili pri 
37 °C in 5 % CO2. 
3.2.2.2 Precepljanje celične linije 
Celicam smo odsesali medij, jih sprali s predhodno ogretim pufrom PBS na 37 °C in nato 
dodali 1 mL raztopine TrypLE Select. Ploščo s celično linijo smo postavili v inkubator 
(37 °C, 5 % CO2) in počakali, da se celice odlepijo, nato smo tripsinizacijo ustavili z 
dodatkom 10 % FBS cDMEM gojišča ter celice resuspendirali. Potrebno količino 
resuspendiranih celic smo prenesli na novo ploščo ter dodali 10 % FBS cDMEM gojišče 
do končnega volumna potrebnega za posamezno ploščo. 
3.2.2.3 Štetje celic 
Suspenzijo celic in tripansko modrilo (za obarvanje mrtvih celic) smo mešali v razmerju 
1:1 in 10 L obarvane suspenzije celic prenesli v Neubauerjevo števno komoro. Prešteli 
smo žive in/ali mrtve celice, odvisno od namena. 
3.2.3 Test občutljivosti sesalskih celic na oksidativni stres 
Na ploščo s 24 luknjicami smo nacepili 5x104 celic/luknjico in jim po 24 h gojenja dodali 
raztopino H2O2 (0 – 3 mM). Žive in mrtve celice smo po opisanem postopku prešteli po 
30 min, 1 h, 4 h in 18 h. Vsako kombinacijo koncentracije H2O2 in časovnega okvira smo 
izvedli v štirih ponovitvah. Test smo naredili za celični liniji A549 in MCF-7. 
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3.2.4 Test za puromicinsko selekcijo 
Na ploščo s 96 luknjicami smo nacepili 2,5x103 celic/luknjico za celično linijo A549 in 
5x10
3
 celic/luknjico za celično linijo MCF-7. Po 24 h gojenja smo dodali raztopino 
puromicina (0 – 4 g/mL). Za posamezno koncentracijo puromicina smo naredili tri 
ponovitve. Medij s puromicinom smo zamenjali vsake tri dni ter spremljali viabilnost celic 
pod mikroskopom. Po desetih dneh smo določili najnižjo koncentracijo puromicina, ki je 
še ubila vse celice. 
3.2.5 Določanje koncentracije proteinov 
Koncentracijo proteinov v popolnem celičnem lizatu smo določili po Bradfordu. 
Umeritveno krivuljo za Bradfordov test smo naredili iz znanih koncentracij govejega 
serumskega albumina (BSA), ki smo jih redčili z dH2O do končnega volumna 150 L. 
Posameznemu vzorcu smo dodali 150 L reagenta BioRad, pomerili absorbanco pri 
595 nm in naredili umeritveno krivuljo. Vzorce smo pripravili tako, da smo 1 L 
popolnega celičnega lizata redčili v 149 L dH2O, nato smo dodali 150 L reagenta 
BioRad in izmerili absorbanco pri 595 nm. Koncentracijo proteinov smo izračunali iz 
umeritvene krivulje. Za vse vzorce smo naredili po tri ponovitve. 
3.2.6 Transfekcija celic 
3.2.6.1 Stabilna transfekcija 
Na ploščo s 24 luknjicami smo nacepili celični liniji A549 (40x103 celic/luknjico) in MCF-
7 (45x10
3
 celic/luknjico). Naslednji dan smo za posamezno luknjico pripravili 0,75 L 
reagenta Lipofectamine™ 3000, ki smo ga redčili v 25 L medija Opti-MEM™ ter stresali 
3 s. V drugi epici smo 1 g DNA za posamezni konstrukt (K1/K2/K3/Sc) razredčili v 25 
L medija Opti-MEM™, nato smo dodali 2 L reagenta P3000™ in dobro premešali. 
Razredčeno DNA smo dodali v razredčen reagent Lipofectamine™ 3000 in inkubirali 15 
min pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo na celice nanesli 50 L mešanice in 450 L 
svežega 1 % FBS cDMEM gojišča. 24 h po transfekciji smo celicam dodali ustrezno 
koncentracijo puromicina, ki smo jo določili kot je opisano v poglavju 3.2.4 ter jih ob 
prisotnosti puromicina gojili tri tedne. Medij s puromicinom smo zamenjali vsake tri dni. 
3.2.6.2 Prehodna transfekcija 
Na ploščo s šestimi luknjicami smo nacepili celični liniji A549 (22x104 celic/luknjico) in 
MCF-7 (30x10
4
 celic/luknjico). Naslednji dan smo za posamezno luknjico pripravili 5 g 
DNA za posamezni konstrukt (K1/K2/Sc), ki smo ga redčili v pufru Xfect™ Transfection 
reagent do končnega volumna 100 L ter stresali 5 s. Razredčeni DNA smo dodali 1,5 L 
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polimera Xfect™ Transfection reagent, stresali 10 s ter inkubirali 10 min pri sobni 
temperaturi. Po inkubaciji smo na celice nanesli 100 L mešanice in 1 mL svežega 10 % 
FBS cDMEM gojišča. Po petih dneh smo transficirane celice uporabili za nadaljnje delo. 
3.2.6.3 Monoklonska selekcija 
Monoklonsko selekcijo smo naredili na plošči s 96 luknjicami za A549 K3a (celična linija 
A549 po stabilni transfekciji s konstruktom 3 gojena ob prisotnosti 0,7 g/mL 
puromicina). Za eno ploščo smo resuspendirali 150 celic v 10 mL 10 % FBS cDMEM 
gojišča ter na vsako luknjico nanesli 100 L suspenzije. Monoklonsko selekcijo smo delali 
na dveh ploščah s 96 luknjicami. 
3.2.7 Priprava popolnega celičnega lizata 
Za posamezni popolni celični lizat smo uporabili 25x104 celic. Resuspendirane celice smo 
centrifugirali pri 350 g 5 min, jim odsesali gojišče ter jih dvakrat sprali s pufrom PBS. 
Sedimentu celic smo dodali 40 L hladnega acetatnega lizirnega pufra, resuspendirali in 
inkubirali 30 min na ledu. Sledilo je 10 min centrifugiranje pri 10.000 g (4 °C), nato smo 
vzeli 35 L supernatanta. 
3.2.8 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
Za ločevanje proteinov v popolnem celičnem lizatu smo pripravili 12,5 % ločevalni gel. 
Vzorcem popolnih celičnih lizatov smo dodali 1/6 končnega volumna 6x nanašalnega 
pufra za NaDS-PAGE elektroforezo ter jih denaturirali 5 min pri 95 °C. Na gel smo nanesli 
10 L posameznega vzorca popolnega celičnega lizata ter velikostni standard. Ločevanje 
proteinov je potekalo pri stalnem toku 35 mA na gel v pufru za NaDS-PAGE 
elektroforezo. 
3.2.9 Prenos western 
Po končani NaDS-PAGE elektroforezi smo gel prenesli na nitrocelulozno membrano za 
prenos western, ki je potekal 2 h pri stalnem toku 250 mA v pufru za prenos western. Po 
prenosu smo membrano blokirali v raztopini 5 % posnetega mleka v pufru PBST (30 min, 
sobna temperatura, rahlo stresanje), nato smo membrano preko noči inkubirali v raztopini 
primarnih protiteles pri 4 °C ob rahlem stresanju. Uporabili smo primarna kunčja 
protitelesa proti stefinu B (redčitev 1:10000 v pufru PBST) in primarna mišja protitelesa 
proti aktinu (redčitev 1:5000 v pufru PBST). Po prekonočni inkubaciji smo membrano 
spirali trikrat po 15 min v pufru PBST. Sledila je inkubacija membrane v sekundarnih 
kozjih proti-kunčjih protitelesih konjugiranih s hrenovo peroksidazo (redčitev 1:8000 v 
PBST) oz. kozjih proti-mišjih protitelesih konjugiranih s hrenovo peroksidazo (redčitev 
1:8000 v PBST), ki je potekala 45 min pri sobni temperaturi ob rahlem stresanju. Nato smo 
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membrano ponovno spirali trikrat po 15 min v pufru PBST. Za detekcijo proteinov smo 
uporabili reagent ECL in membrano slikali z napravo G:BOX. Kvantifikacijo lis smo po 
slikanju membrane opravili z računalniškim programom ImageJ. 
3.2.10 Tretiranje s H2O2 
Na ploščo s 24 luknjicami smo nacepili celični liniji A549 (75x103 celic/luknjico) in MCF-
7 (60x10
3
 celic/luknjico). Naslednji dan smo k celični liniji A549 (WT/K1/K2/Sc) dodali 
H2O2, da je bila končna koncentracija 0 – 2 mM, k celični liniji MCF-7 (WT/K1/K2/Sc) pa 
smo dodali H2O2 do končne koncentracije 0 – 1 mM (glede na rezultate metode, opisane v 
poglavju 3.2.3). Po 18 h smo celice pripravili za merjenje s pretočno citometrijo. Za 
posamezen konstrukt in koncentracijo H2O2 smo naredili štiri ponovitve. 
3.2.11 Pretočna citometrija 
Uporabili smo vzorce, ki smo jih tretirali kot je opisano v poglavju 3.2.10. Za vsako 
luknjico smo medij pobrali v plastično epruveto za FACS, luknjico dvakrat sprali s pufrom 
PBS in tudi to prenesli v epruveto za FACS, nato smo dodali 100 L raztopine TrypLE 
Select ter inkubirali v inkubatorju (37 °C, 5 % CO2) 15 min. Iz vsake luknjice smo prenesli 
celice v ustrezno epruveto, luknjico dvakrat sprali s pufrom PBS in tudi to prenesli v 
epruveto. Epruvete smo centrifugirali 5 min na 350 g pri sobni temperaturi, nato smo 
odsesali supernatant in sediment resuspendirali v 100 L raztopine proti Annexin V. Po 30 
min inkubaciji smo dodali 300 L raztopine s propidijevim jodidom v končni koncentraciji 
0,2 µg/mL ter vzorce analizirali na pretočnem citometru. 
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4 REZULTATI 
4.1 PRIPRAVA shRNA ZA STEFIN B 
Načrtovane začetne oligonukleotide za shRNA smo uporabili za dodajanje 5' fosfatne 
skupine, ki smo ga izvedli po opisanem postopku. 
 
Za utišanje gena smo uporabili vektor, ki je predhodno že imel interno vstavljeno 
zaporedje za shRNA proti katepsinu C z mestom za restrikcijski encim XhoI v lasnični 
zanki. Najprej smo iz vektorja izrezali že vstavljeno zaporedje za shRNA z restrikcijskima 
encimoma BamHI in HindIII ter vektor ločili na 1,2 % agaroznem gelu. Za kontrolo smo 
uporabili vektor, ki je bil cepljen samo z enim izmed restrikcijskih encimov (slika 4). 
 
Slika 4: Ločevanje lineariziranega vektorja pSilencer 3.1-H1 puro na 1,2 % agaroznem gelu. Z rdečo 
puščico je označen lineariziran vektor brez vključka velikosti 4121 bp, ki smo ga uporabili za nadaljnje delo. 
S – standard GeneRuler™ 1kb DNA ladder, HindIII – vektor cepljen s HindIII, BamHI – vektor cepljen z 
BamHI, HindIII + BamHI – dvakrat cepljen vektor s HindIII in BamHI. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
S HindIII + BamHI 
4000 bp 
 
HindIII     BamHI 
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Lineariziran vektor smo iz gela izrezali in očistili s komercialnim kompletom Wizard® SV 
Gel and PCR Clean-Up System ter ponovno naredili restrikcijo z obema restrikcijskima 
encimoma in ločevanje na 1,2 % agaroznem gelu (slika 5). 
 
Slika 5: Drugo ločevanje lineariziranega vektorja pSilencer 3.1-H1 puro na 1,2 % agaroznem gelu. Z 
rdečo puščico je označen lineariziran vektor brez vključka velikosti 4121 bp. S – standard GeneRuler™ 1kb 
DNA ladder, V2 – dvakrat očiščen vektor cepljen s HindIII in BamHI, NV – nerezan originalen vektor z 
vključkom. 
 
Lineariziran vektor smo iz gela izrezali in očistili s komercialnim kompletom Wizard® SV 
Gel and PCR Clean-Up System ter naredili transformacijo z rezanim plazmidom za 
kontrolo količine rezanega vektorja. Ker je bila količina rezanega vektorja primerna, smo 
ga uporabili za ligacijo naših vključkov (K1, K2, K3 in Sc) v vektor ter transformacijo v 
bakterijskih celicah E. coli DH5, ki smo jih izvedli po opisanem postopku. 
 
Po prekonočni inkubaciji na trdnem LBA gojišču smo za vsak konstrukt izbrali pet 
različnih kolonij in jih uporabili za pripravo prekonočne kulture v tekočem LBA gojišču. 
Plazmidno DNA smo iz kulture izolirali s pomočjo komercialnega kompleta Wizard® Plus 
SV Minipreps DNA Purification System ter izmerili koncentracijo posameznega vzorca. 
Ustreznost izbranih kolonij smo preverili z restrikcijskima encimoma SspI in XhoI ter 
vzorce ločili s pomočjo agarozne elektroforeze (slika 6). 
 
 
S               V2    NV 
4000 bp 
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Slika 6: Agarozna gelska elektroforeza po restrikciji s SspI in XhoI za preverjanje ustreznih kolonij.   
S – standard GeneRuler™ 1kb DNA ladder, NR – nerezan vzorec, R – rezan vzorec z restrikcijskima 
encimoma SspI in XhoI, OV – originalen vektor z vključkom, NK – negativna kontrola, PK – pozitivna 
kontrola (uporabili smo vzorec K1 po potrjenem pravilnem zaporedju s sekvenciranjem), K1, K2, K3 in Sc – 
vzorci z ustreznimi zaporedji, kar smo potrdili s sekvenciranjem, K1.2, K1.3, K2.2, K2.3, K3.1 - K3.3, K3.5, 
K3.6, Sc.1, Sc.3 - Sc.6 – neustrezni vzorci. 
 
Prisotnost ustreznih vključkov smo potrdili v štirih različnih kolonijah na agarozni 
elektroforezi. Ustrezne vzorce smo pripravili za sekvenciranje ter dobljeno zaporedje 
primerjali z naročenimi zaporedji shRNA za posamezen vzorec. Ugotovili smo 100 % 
ujemanje zaporedij.  
 
 
 
 
 
 
S     OV         NK       K1   K1.2      K1.3      K2       K2.2      K2.3 
S     OV       NK         PK   K3.1     K3.2   K3.3     K3    K3.5   K3.6    Sc.1 
S      OV        NK             PK    Sc    Sc.3      Sc.4      Sc. 5      Sc.6 
4000 bp 
4000 bp 
4000 bp 
NR   R    NR   R            NR    R           NR  R      NR  R     NR   R  NR  R     NR   R 
 NR   R  NR   R       NR   R          NR  R NR  R NR R   NR   R  NR   R   NR  R   NR  R 
  NR    R     NR    R  NR   R          NR    R     NR   R NR   R  NR   R     NR   R 
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4.2 OBČUTLJIVOST SESALSKIH CELIC NA H2O2 
Pred transfekcijo sesalskih celic smo na celicah divjega tipa določili optimalne pogoje za 
kasnejše tretiranje celic s H2O2. Preverili smo različne sesalske celične linije, koncentracije 
H2O2 in časovne okvirje ter rezultate grafično prikazali.  
 
 
Slika 7: Odstotek mrtvih celic v odvisnosti od koncentracije H2O2 za različne časovne okvirje za 
celično linijo A549. Koncentracija 0 mM H2O2 predstavlja kontrolne celice, ki niso bile tretirane s H2O2, 
dodali smo jim ustrezno večjo količino medija. 
 
Glede na dobljene rezultate za celično linijo A549 (slika 7), smo se odločili, da za merjenje 
oksidativnega stresa na transficiranih celicah uporabimo 1 mM in 2 mM koncentracijo 
H2O2 ter časovni okvir 18 h. 
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Slika 8: Odstotek mrtvih celic v odvisnosti od koncentracije H2O2 za različne časovne okvirje za 
celično linijo MCF-7. Koncentracija 0 mM H2O2 predstavlja kontrolne celice, tretirane samo z medijem brez 
dodanega H2O2. 
 
Glede na dobljene rezultate za celično linijo MCF-7 (slika 8), smo se odločili, da za 
merjenje oksidativnega stresa na transficiranih celicah uporabimo 0,5 mM in 1 mM 
koncentracijo H2O2 ter časovni okvir 18 h. 
4.3 OPTIMIZACIJA PUROMICINSKE SELEKCIJE 
Za izvedbo stabilne transfekcije s puromicinom smo predhodno naredili test občutljivosti 
celičnih linij na puromicin. Uporabili smo sedem različnih koncentracij puromicina ter 
spremljali viabilnost celic pod mikroskopom deset dni. V spodnji preglednici (preglednica 
9) sta prikazani najnižji koncentraciji puromicina, ki sta ubili vse celice za posamezno 
celično linijo v desetih dneh ter smo jih v nadaljevanju uporabili za selekcijo transficiranih 
celic.  
 
Preglednica 9: Najnižje koncentracije puromicina, ki so v 10 dneh pobile vse celice. 
Celična linija 
Najnižja koncentracija 
puromicina (g/mL) 
A549 0,6 
MCF-7 0,4 
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4.4 TRANSFEKCIJA CELIC 
4.4.1 Stabilna transfekcija 
Stabilno transfekcijo celic A549 in MCF-7 smo naredili s transfekcijskim reagentom 
Lipofectamine™ 3000 ter 1 g vektorja. Za kontrolo smo uporabili celice, ki smo jim 
dodali samo medij ter celice, ki so bile transficirane z vektorjem brez smiselnega vključka. 
24 h po transfekciji smo celicam dodali ustrezno koncentracijo puromicina ter celice gojili 
v prisotnosti puromicina tri tedne, da se je vektor stabilno vključil. Uspeli smo dobiti 
stabilno transficirano celično linijo A549 K3, iz katere smo pripravili popolni celični lizat 
ter pomerili koncentracijo proteinov po Bradfordovem testu. Predhodno smo naredili 
umeritveno krivuljo iz znanih koncentracij proteina BSA, ki je prikazana na sliki 9. 
 
 
Slika 9: Umeritvena krivulja za Bradfordov test.  
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Iz umeritvene krivulje smo z enačbo premice izračunali koncentracije proteinov v 
popolnem celičnem lizatu, ki smo ga pripravili iz enakega števila celic. Izračunane 
koncentracije proteinov so prikazane v preglednici 10. 
 
Preglednica 10: Izračunane koncentracije proteinov v popolnem celičnem lizatu po Bradfordovem 
testu. Popolne celične lizate smo pripravili iz enakega števila celic. Vzorec A549 K3 predstavlja stabilno 
transficirano celično linijo A549 s konstruktom 3. Vzorec A549 WT predstavlja celice divjega tipa.  
Vzorec Koncentracija proteinov (mg/mL) 
A549 K3 2,96 
A549 WT 2,89 
 
Rezultati so pokazali, da je enako število celic, kot smo jih uporabili za pripravo 
posameznega celičnega lizata, primerljivo z izmerjenimi koncentracijami proteinov v 
popolnih celičnih lizatih. Zato smo v nadaljevanju popolne celične lizate pripravili iz 
enakega števila celic za vse vzorce, koncentracij proteinov pa zaradi majhne količine 
vzorca nismo merili. 
 
20 g posameznega celičnega lizata iz zgoraj navedenih vzorcev smo nanesli na gel za 
NaDS-PAGE elektroforezo ter po opisanem postopku naredili prenos western. Rezultati so 
prikazani na sliki 10. 
 
Slika 10: Količina stefina B in aktina v analiziranih popolnih celičnih lizatih. S – standard PageRuler™ 
plus prestained 10 – 250 kDa protein ladder, A549 K3 – stabilna transficirana celična linija A549 s K3, A549 
WT – kontrolni vzorec (celice A549 divjega tipa). 
 
Iz zgornje slike je razvidno, da je količina stefina B in aktina večja pri vzorcu A549 K3 kot 
pri vzorcu A549 WT, kljub temu, da smo na gel za Na-DS PAGE elektroforezo nanesli 
20 g celičnega lizata za posamezni vzorec. 
stefin B 
11 kDa 
aktin 
42 kDa 
        S     A549 K3    A549 WT 
15 kDa 
55 kDa 
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Celično smrt po sproženem oksidativnem stresu s H2O2 smo pomerili na obeh vzorcih, kjer 
se je izkazalo, da je odstotek mrtvih celic pri tretiranju z 1 mM H2O2 po 18 h najnižji pri 
vzorcu A549 K3 (slika 11). Pri ostalih koncentracijah H2O2 je bil odstotek mrtvih celic pri 
obeh vzorcih približno enak. 
 
 
Slika 11: Odstotek mrtvih celic v odvisnosti od koncentracije H2O2 za časovni okvir 18 h in vzorca 
A549 WT in A549 K3. Koncentracija 0 mM H2O2 predstavlja kontrolne celice, ki niso bile tretirane s H2O2, 
dodali smo jim ustrezno večjo količino medija.  
 
Tudi rezultati merjenja celične smrti po sproženem oksidativnem stresu s H2O2 ne 
nakazujejo, da je količina stefina B manjša pri vzorcu A549 K3 kot pri kontrolnem vzorcu 
A549 WT. 
 
Zaradi rezultatov analize western in merjenja celične smrti, ki so kazali, da je količina 
stefina B večja v vzorcu A549 K3, smo povečali koncentracijo puromicina pri 
transficiranih celicah na 0,7 g/mL. Ob prisotnosti višje koncentracije puromicina smo 
transficirane celice gojili še en teden ter ponovno naredili popolni celični lizat in tretma s 
H2O2. Rezultati analize western so prikazani na sliki 12. 
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Slika 12: Količina stefina B in aktina v analiziranih popolnih celičnih lizatih. A, Rezultati prenosa 
western. S – standard PageRuler™ plus prestained 10 – 250 kDa protein ladder, A549 WT – kontrolni vzorec 
(celice A549 divjega tipa), A549 K3a – stabilno transficirane celice A549 s K3 gojene pri koncentraciji 
puromicina 0,7 g/mL. B, Kvantifikacija lis. Graf prikazuje količinsko razmerje med količino stefina B in 
aktina v posameznemu vzorcu. Vzorec celične linije A549 WT (celice divjega tipa) predstavlja količinsko 
razmerje 1, na katerega smo nato preračunali razmerje za vzorec A549 K3a. 
 
Iz slike 12A je razvidno, da je količina stefina B večja pri transficiranem vzorcu A549 K3a 
kot pri kontrolnem vzorcu A549 WT, kar ni skladno s pričakovanji. Po prenosu western 
smo kvantificirali velikost lis za posamezen vzorec ter izračunali razmerje med stefinom B 
in aktinom. Vzorca po transfekciji smo normirali na vzorec celične linije divjega tipa A549 
WT, rezultati so prikazani na sliki 12B. Razvidno je, da je razmerje med stefinom B in 
aktinom večje pri transficiranih celicah A549 K3a kot pri kontrolnem vzorcu A549 WT, 
kar pa ni skladno s pričakovanji. 
       S             A549 WT   A549 K3a 
stefin B 
11 kDa 
aktin 
42 kDa 
15 kDa 
55 kDa 
A 
B 
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Na obeh vzorcih smo izmerili celično smrt, kjer se je izkazalo, da je odstotek mrtvih celic 
pri tretiranju z 1 mM H2O2 po 18 h najvišji pri vzorcu A549 K3a, najnižji odstotek mrtvih 
celic je bil pri vzorcu A549 WT (slika 13). Pri ostalih koncentracijah H2O2 je bil odstotek 
mrtvih celic pri obeh vzorcih približno enak. 
 
 
Slika 13: Odstotek mrtvih celic v odvisnosti od koncentracije H2O2 za časovni okvir 18 h in vzorca 
A549 WT in A549 K3a. Koncentracija 0 mM H2O2 predstavlja kontrolne celice, ki niso bile tretirane s H2O2, 
dodali smo jim ustrezno večjo količino medija. 
 
Ker nismo dobili ustreznih rezultatov, smo poskusili pridobiti ustrezno transficirane celice 
z metodo monoklonske selekcije, kar se tudi ni izkazalo za uspešno. V nadaljevanju smo se 
odločili za prehodno transfekcijo. 
4.4.2 Prehodna transfekcija 
Zaradi težav s stabilno transfekcijo smo se odločili narediti prehodno transfekcijo samo s 
konstruktoma 1 in 2, ker predhodni rezultati transfekcije s konstruktom 3 niso kazali na 
učinkovit konstrukt. Prehodno transfekcijo smo naredili na celičnih linijah A549 in MCF-7 
s transfekcijskim reagentom Xfect™ Transfection Reagent ter 5 g plazmida s 
konstruktom 1 in konstruktom 2. Za kontrolo smo uporabili celice, ki smo jim dodali samo 
medij ter celice, ki so bile transficirane s plazmidom brez smiselnega vključka. Od tri do 
pet dni po transfekciji smo pripravili celice za merjenje celične smrti po sproženem 
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oksidativnem stresu s H2O2 s pretočno citometrijo ter popolni celični lizat za prenos 
western. 
 
Za posamezni vzorec smo na gel nanesli po 10 L popolnega celičnega lizata ter naredili 
analizo s prenosom western (slika 14A). 
 
 
 
Slika 14: Količina stefina B in aktina v analiziranih popolnih celičnih lizatih celične linije A549. A, 
Rezultati prenosa western. S – standard PageRuler™ plus prestained 10 – 250 kDa protein ladder, A549 WT 
– kontrolni vzorec (celice A549 divjega tipa), A549 K1 – prehodno transficirane celice A549 s K1, A549 K2 
– prehodno transficirane celice A549 s K2, A549 Sc – prehodno transficirane celice A549 s Sc. B, 
Kvantifikacija lis. Graf prikazuje količinsko razmerje med količino stefina B in aktina v posameznemu 
vzorcu. Vzorec celične linije A549 divjega tipa predstavlja količinsko razmerje 1, na katerega smo nato 
preračunali razmerja za preostale tri vzorce. 
 
Iz slike 14A je razvidno, da je količina stefina B približno enaka pri vzorcih A549 WT in 
A549 K1, količina aktina v vzorcih A549 K1 in A549 WT pa se malo razlikuje. Za vzorca 
A549 K2 in A549 Sc je razvidno, da je količina stefina B in aktina večja kot v kontrolnem 
vzorcu. Po prenosu western smo posamezne lise kvantificirali in izračunali razmerje med 
stefinom B in aktinom za posamezen vzorec celične linije A549. Dobljeno razmerje smo 
stefin B 
11 kDa 
aktin 
42 kDa 
        S            A549 WT       A549 K1          A549 K2         A549 Sc 
15 kDa 
55 kDa 
A 
B 
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normirali na vzorec A549 WT, ki predstavlja kontrolne celice divjega tipa. Razmerje med 
stefinom B in aktinom za posamezen vzorec smo prikazali na sliki 14B, iz katere je 
razvidno, da smo pri vzorcu A549 K1 dosegli 20 % utišanje gena za stefin B glede na 
kontrolni vzorec A549 WT. Za ostala dva konstrukta pri tej celični liniji je kvantifikacija 
lis kazala na večje razmerje med količino stefina B in aktina glede na kontrolni vzorec. 
 
S FACS analizo smo izmerili odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic po 18 h tretiranju s 
H2O2. Rezultati za posamezni vzorec so prikazali na sliki 15, kot povprečje štirih meritev s 
standardno napako. 
 
 
Slika 15: Odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic v odvisnosti od koncentracije H2O2 za časovni okvir 
18 h in vzorce A549 WT, A549 K1, A549 K2 in A549 Sc. Koncentracija 0 mM H2O2 predstavlja kontrolne 
celice, ki niso bile tretirane s H2O2, dodali smo jim ustrezno večjo količino medija. 
 
Iz zgornje slike je razvidno, da je odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic pri 1 mM H2O2 
približno enak za vzorca A549 K1 in A549 K2, kjub temu, da je kvantifikacija lis kazala na 
manjše razmerje med stefinom B in aktinom pri vzorcu A549 K1 glede na kontrolni 
vzorec. Posledično bi pričakovali višji odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic pri vzorcu 
A549 K1. 
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Tudi za vzorce celične linije MCF-7 smo za analizo s prenosom western nanesli po 10 L 
posameznega popolnega celičnega lizata (slika 16A). 
 
 
 
 
Slika 16: Količina stefina B in aktina v analiziranih popolnih celičnih lizatih celične linije MCF-7. A, 
Rezultati prenosa western. S – standard PageRuler™ plus prestained 10 – 250 kDa protein ladder, MCF-7 
WT – kontrolni vzorec (celice MCF-7 divjega tipa), MCF-7 K1 – prehodno transficirane celice MCF-7 s K1, 
MCF-7 K2 – prehodno transficirane celice MCF-7 s K2, MCF-7 Sc – prehodno transficirane celice MCF-7 s 
Sc. B, Kvantifikacija lis. Graf prikazuje količinsko razmerje med količino stefina B in aktina v posameznemu 
vzorcu. Vzorec celične linije MCF-7 divjega tipa predstavlja količinsko razmerje 1, na katerega smo nato 
preračunali razmerja za preostale tri vzorce. 
 
Iz slike 16A je razvidno, da je količina stefina B in aktina približno enaka pri vseh vzorcih 
celične linije MCF-7. Po prenosu western smo naredili kvantifikacijo lis in izračunali 
razmerje med stefinom B in aktinom za posamezen vzorec celične linije MCF-7. Dobljeno 
razmerje smo normirali na vzorec MCF-7 WT, ki predstavlja kontrolne celice divjega tipa 
(slika 16B). Iz slike 16B je razvidno, da je razmerje med stefinom B in aktinom pri vseh 
stefin B 
11 kDa 
aktin 
42 kDa 
         S              MCF-7 WT     MCF-7 K1     MCF-7 K2       MCF-7 Sc 
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vzorcih manjše od kontrolnega vzorca. Pri vzorcih MCF-7 K1 in MCF-7 K2 smo dosegli 
25 % utišanje gena za stefin B, vendar pa je prišlo do delnega utišanja tudi pri MCF-7 Sc. 
 
S FACS analizo smo izmerili odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic po 18 h tretiranju s 
H2O2. Rezultati za posamezni vzorec so prikazani na sliki 17, kot povprečje štirih meritev s 
standardno napako. 
 
 
Slika 17: Odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic v odvisnosti od koncentracije H2O2 za časovni okvir 
18 h in vzorce MCF-7 WT, MCF-7 K1, MCF-7 K2 in MCF-7 Sc. Koncentracija 0 mM H2O2 predstavlja 
kontrolne celice, ki niso bile tretirane s H2O2, dodali smo jim ustrezno večjo količino medija. 
 
Iz zgornje slike je razvidno, da je odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic največji za 
vzorec MCF-7 K2. 
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5 RAZPRAVA IN SKLEP 
5.1 RAZPRAVA 
Stefin B je endogeni citosolni inhibitor cisteinskih katepsinov, za katerega je iz predhodnih 
študij znano, da ima pomembno vlogo pri ščitenju celic pred oksidativnim stresom in 
apoptozo. Odsotnost stefina B se v živčnih celicah izrazi v povečani občutljivosti celic na 
oksidativni stres, posledično se poveča tudi umrljivost celic. Oksidativni stres lahko v 
celičnih linijah povzročimo s pomočjo fizikalnih ali kemičnih dejavnikov. Med fizikalne 
načine indukcije oksidativnega stresa sodi ionizirajoče in UV sevanje, ki v celicah 
povzroči tvorbo ROS. Med kemične povzročitelje oksidativnega stresa sodijo različni 
oksidanti (dušikov monoksid, H2O2). Produkcija ROS v celični kulturi je lahko tudi 
posledica stresa zaradi visokih koncentracij glukoze, lipopolisaharida in drugih spojin. V 
magistrskem delu smo preverili ali se utišanje gena za stefin B odrazi v povečanem 
oksidativnem stresu in posledično povečani celični smrti tudi pri rakavih sesalskih celičnih 
linijah. Za indukcijo oksidativnega stresa v celicah smo uporabili H2O2. 
 
Iz predhodnih raziskav Lennon in sod. (1991) je znano, da H2O2 pri nižjih koncentracijah 
povzroči apoptozo humanih rakavih celičnih linij, medtem ko pride ob daljši 
izpostavljenosti in visokih koncentracijah H2O2 do nekroze celic. Najprej smo želeli 
preveriti občutljivost sesalskih celic na H2O2, v ta namen smo celice tretirali z različnimi 
koncentracijami H2O2 in različnimi časovnimi okviri ter spremljali preživelost celic 
divjega tipa. S tem smo želeli določiti optimalno koncentracijo H2O2 in časovni okvir, v 
katerem bi na celicah zaznali vpliv utišanja gena za stefin B. Testirali smo pet različnih 
koncentracij H2O2 (0,1 mM; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 3 mM) in štiri različne časovne okvire 
(30 min, 1 h, 4 h, 18 h) za posamezno celično linijo. Na podlagi pridobljenih podatkov smo 
izračunali delež mrtvih celic za posamezen parameter. Na koncu smo izbrali dve 
koncentraciji H2O2 za nadaljnje delo, in sicer tako, da je pri višji koncentraciji preživela 
približno polovica celic. 
 
Da bi utišali gen za stefin B smo najprej pripravili shRNA zaporedje, specifično za stefin 
B. Imeli smo tri različna zaporedja za tarčno mRNA ter eno kontrolno zaporedje, brez 
tarčne mRNA. Zaporedja smo vnesli v vektor pSilencer 3.1-H1 puro, izvedli 
transformacijo v kompetentnih bakterijskih celicah E.coli DH5 ter preverili uspešnost 
izbranih kolonij na agaroznem gelu. Po uspešno pridobljenih konstruktih smo naredili test 
občutljivosti sesalskih celic na oksidativni stres in test za puromicinsko selekcijo. 
 
Prvotno smo želeli pripraviti stabilne celične linije z utišanim genom za stefin B. V ta 
namen smo morali določiti najnižjo koncentracijo puromicina za selekcijo transficiranih 
celic. Uspeli smo pridobiti transficirano celično linijo A549 samo s konstruktom 3, 
medtem ko je bila transfekcija za ostale konstrukte neuspešna. Kasneje se je pri prenosu 
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western pokazalo, da je količina stefina B v transficiranih celicah večja kot pri kontrolnem 
vzorcu (slika 10), kar je nepričakovan rezultat, saj je znanih več primerov uspešno utišanih 
celičnih linij. Uspešno utišane celične linije z zmanjšano količino stefina B so pridobili z 
lentivirusno transfekcijo (Yang in sod., 2010), s transfekcijo z reagentom Lipofectamin 
(Cipollini in sod., 2008; Ulbrich in sod., 2014), polietileniminom (Cipollini in sod., 2008) 
in s kalcijevim fosfatom (Lehtinen in sod., 2009). Vzrok za različno količino aktina pri 
vzorcu A549 K3 in A549 WT (slika 10) je najverjetneje posledica izbrane metode. Nekaj 
odstopanja je lahko posledica načina priprave popolnega celičnega lizata, saj zaradi majhne 
količine vzorcev nismo merili koncentracije proteinov, ampak smo uporabili enako število 
celic. Upoštevati je potrebno tudi napako pri pipetiranju in napako pri nanosu vzorcev v 
žepke za Na-DS PAGE elektroforezo. Večja količina stefina B pri vzorcu A549 K3 kot pri 
kontrolnem vzorcu A549 WT (slika 10) je povezana z večjo količino aktina. Možen je tudi 
pojav mutacij v delih, na katere nalega shRNA. Vzrok za večjo količino stefina B je lahko 
tudi kombinacija izbrane celične linije, vektorja in transfekcijske metode. Tudi nižji 
odstotek mrtvih celic po tretiranju s H2O2 (slika 11) je nakazoval na povečano količino 
stefina B v transficiranih celicah. V nadaljevanju smo povečali koncentracijo puromicina, 
vendar je analiza prenosa western (slika 12) še vedno kazala na povečano količino stefina 
B v transficiranih celicah. Pri merjenju nivoja oksidativnega stresa so bile transficirane 
celice sicer bolj občutljive na H2O2 (slika 13), kar je najverjetneje posledica daljšega 
gojenja celic pri povečani koncentraciji puromicina. Pri stabilni transfekciji s konstruktom 
3 nismo dobili ustreznih rezultatov, zato tega konstrukta nismo več uporabljali za nadaljnje 
delo.  
 
Za nadaljnje eksperimente smo se odločili pripraviti prehodno transfekcijo na celičnih 
linijah A549 in MCF-7, uporabili smo konstrukta 1 in 2 ter Sc. Analiza prenosa western je 
pokazala, da smo pri celični liniji A549 s konstruktom 1 uspeli utišati gen za stefin B za 
20 %, medtem ko je bilo razmerje med stefinom B in aktinom pri kontrolnem konstruktu in 
konstruktu 2 večje od razmerja pri kontrolnih celic divjega tipa (slika 14B). Razlike med 
povečanim razmerjem med proteinoma so lahko delno posledica tudi nepopolne 
transfekcije. Povečano občutljivost na oksidativni stres smo določali posredno preko 
merjenja celične smrti pri transficiranih celicah s konstruktom 1 in 2, dobili smo večji 
odstotek Annexin V-PI pozitivnih celic kot pri kontrolnih celicah divjega tipa in celicah, ki 
so bile transficirane s kontrolnim vektorjem. Rezultati so bili pričakovani, vendar pa 
razlika med kontrolnimi in transficiranimi celicami ni bila signifikantno večja. Lehtinen in 
sod. (2009) so dokazali, da močno utišanje stefina B z RNA interferenco občutno zmanjša 
izražanje stefina B v podganjih nevronih. Specifičnost shRNA za stefin B so preverili z 
izražanjem mišjega stefina B ob prisotnosti shRNA za podganji stefin B v podganjih 
nevronih. Po utišanju gena za stefin B so preverili tudi občutljivost celic na oksidativni 
stres induciran s H2O2 in glutamatom ter ugotovili signifikantno večjo umrljivost 
nevronov, ki so imeli utišan gen za stefin B. Umrljivost nevronov se je zmanjšala ob 
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prisotnosti mišjega stefina B, iz česar so zaključili, da stefin B pomaga pri ščitenju 
nevronov pred oksidativnim stresom. 
 
Po prehodni transfekciji celične linije MCF-7 in analizi prenosa western smo ugotovili, da 
smo pri vseh treh konstruktih uspeli utišati gen za stefin B za 25 % glede na razmerje med 
stefinom B in aktinom pri kontrolnih celicah divjega tipa (slika 16B). Povečano 
občutljivost celične linije MCF-7 na oksidativni stres smo določali posredno preko 
merjenja celične smrti kot pri celični liniji A549. Največji delež Annexin V-PI pozitivnih 
celic je bil pri transficiranih celicah s konstruktom 2, vendar pa same razlike med 
kontrolnimi celicami in konstrukti niso bile biološko signifikantne. 
5.2 SKLEP 
V okviru magistrske naloge smo prišli do sklepa, da se 20 do 25 % utišanje gena za stefin 
B s pomočjo shRNA v sesalskih celičnih linijah A549 in MCF-7 ne odrazi v signifikantno 
večji občutljivosti celic na oksidativni stres induciran s H2O2. 
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6 POVZETEK 
Stefin B sodi v skupino cisteinskih proteaznih inhibitorjev, njegova glavna naloga v celici 
je inhibicija katepsinov, vendar ima poleg inhibitorne, pomembno vlogo tudi pri ščitenju 
celice pred oksidativnim stresom. Mutacije v promotorski regiji proteina in posledično 
zmanjšana količina funkcionalnega proteina v celici ter povečan oksidativni stres 
pripomore k razvoju progresivne mioklonične epilepsije. Glede na do sedaj znano 
literaturo smo želeli preveriti ali se utišanje gena za stefin B odrazi v povečanem 
oksidativnem stresu tudi pri humanih rakavih celičnih linijah A549 in MCF-7. Za utišanje 
gena za stefin B smo pripravili tri različna shRNA zaporedja in eno kontrolno zaporedje. 
Določili smo optimalno koncentracijo H2O2 in časovni okvir za kasnejše delo. Za celično 
linijo A549 smo določili 1 mM in 2 mM koncentracijo H2O2, pri MCF-7 0,5 mM in 1 mM 
koncentracijo H2O2, medtem ko je bila časovna izpostavljenost 18 ur ustrezna za obe 
celični liniji. Zaradi neuspešnosti priprave stabilne celične linije smo se odločili za 
prehodno transfekcijo s konstruktoma 1 in 2. Pri prehodni transfekciji celične linije A549 s 
konstruktom 1 smo uspeli utišati gen za stefin B za 20 odstotkov v primerjavi s kontrolno 
celično linijo. Pri transficiranih celicah smo dobili povišan odstotek Annexin V-PI 
pozitivnih celic glede na kontroli (celice divjega tipa in celice, ki so bile transficirane s 
kontrolnim konstruktom), kar je pričakovan rezultat. Za razliko od A549 celične linije smo 
pri celični liniji MCF-7 uspeli utišati gen za stefin B za približno 25 odstotkov pri vseh treh 
konstruktih. Največji delež Annexin V-PI pozitivnih celic smo dobili pri celicah, ki so bile 
transficirane s konstruktom 2. Izkazalo se je, da 20 do 25 odstotno utišanje gena za stefin B 
ne zadostuje za povečano občutljivost celic na sprožen oksidativni stres s H2O2. 
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